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Dispositivo y procedimiento inmunocromatograco
para aislar, puricar y concentrar compuestos
lipolos: bifenilos policlorados (PCBs) y compues-
tos relacionados.
La invencion recoge un metodo en que se emplea un
dispositivo (columna de inmunoanidad) que con-
tiene anticuerpos especcos frente a los compues-
tos de interes (PCBs y otros dioxin-like), de modo
que al pasar la muestra que los contiene a traves
del dispositivo, estos compuestos quedan retenidos
en el selectivamente. Posteriormente, mediante una
etapa de desorcion se recuperan estos compuestos
de forma que pueden ser determinados por diferentes
tecnicas analticas. Supone por tanto un metodo de
extraccion, puricacion y aislamiento de estos com-
puestos que son de elevada toxicidad y que se en-
cuentran a niveles muy bajos en la naturaleza, lo
que diculta su deteccion.
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DESCRIPCION
Dispositivo y procedimiento inmunocromatograco para aislar, puricar y concentrar compuestos
lipolos: bifenilos policlorados (PCBs) y compuestos relacionados.
Sector de la tecnica
La presente invencion se encuadra dentro del sector de ciencia y tecnologa qumicas con aplicaciones
a la qumica ambiental.
Estado de la tecnica
Los bifenilos policlorados son una familia de contaminantes organohalogenados que se caracterizan
por su persistencia, ubicuidad, capacidad de acumulacion en seres vivos y toxicidad. Se encuentran a muy
bajos niveles (ng/g o g/g), en matrices muy diversas y solo algunos congeneres (de los 210 posibles) son
toxicos. Es por ello, que su determinacion requiere metodos en general, largos y costosos y, por tanto,
el esfuerzo analtico debe encaminarse hacia el desarrollo de nuevos metodos que, manteniendo el mismo
grado de abilidad de los resultados, permitan facilitar el trabajo, disminuir los tiempos de analisis y
reducir el consumo de disolventes organicos.
Ante la necesidad de contar con un metodo rapido, able y de menor coste que los existentes [Ra-
mos y col., (1997) Chemosphere 35, 2167], las tendencias actuales se encaminan hacia metodos menos
laboriosos, en el que se reduzcan el numero de pasos necesarios y sea posible automatizar las diferentes
etapas que componen la totalidad del analisis (la etapa de extraccion, la de puricacion del extracto y la
posterior determinacion de los contaminantes de interes, en este caso los PCBs coplanares y compuestos
relacionados).
El primer trabajo en el que se describe un acoplamiento en lnea de extraccion-puricacion y analisis
cuantitativo de los analitos de interes (SPE-HRGC-MS) se publico en 1987 [Noorozian y col., (1 987) J.
High Resol. Chromatogr. 10, 17]. A partir de ese momento han sido muchos los esfuerzos para intentar
aplicar este tipo de sistemas al analisis de farmacos y pesticidas en muestras de plasma, orina o agua
[Farjam y col., (1991) Anal. Chem., 63, 2481; Louter y col., (1995) Chromatographia 40, 500; Louter y
col., (1996) J. Microcol. Sep. 8, 469; Verma y col., (1997) Chromatographia 44, 372; respectivamente].
Las tecnicas inmunoqumicas, basadas en el empleo de un reactivo e especco, como son los anticuer-
pos, capaz de reaccionar selectivamente con los compuestos de interes fueron desarrolladas por primera
vez para ser aplicadas con nes clnicos en 1960. Durante los ultimos a~nos se han empezado a aplicar
al campo de la qumica ambiental [Van Emon y col., (1992) Anal. Chem. 64, 79A], principalmente en
monitorizacion y seguimiento de contaminantes. As, se han utilizado tecnicas clasicas de inmunoensayo,
desarrollando anticuerpos policlonales y monoclonales para la determinacion de triazinas en aguas [Thur-
man y col., (1990) Anal Chem 62, 2043], clorpirifos y carbamatos en alimentos [Manclus y col., (1994)
J. Agric. Food Chem. 42, 1257], carbaril y naftol en aguas subterraneas [Kramer y col., (1994) J. Agric.
Food Chem. 42, 934] y PCBs en muestras medioambientales [Carlson y col., (1996) Organohalogen Comp.
23, 193].
Hasta el momento la mayora de los anticuerpos desarrollados para las tecnicas de imnunoensayos
(policlonales y monoclonales) han sido para el analisis de compuestos solubles en agua, no para com-
puesto lipolos, como son los bifenilos policlorados y como sistema de monitorizacion previa al analisis
convencional.
Los anticuerpos han sido tambien empleados como ligando especco en cromatografa de anidad
para la extraccion de compuestos hidrolos [Pichon y col. (1995) Anal. Chem. 67, 2451]. La propia na-
turaleza de los compuestos hace inviable la utilizacion de los mismos metodos para compuestos lipolos.
La utilizacion de anticuerpos en el proceso de puricacion de un extracto, antes de su determinacion
cuantitativa, utilizando cromatografa de inmunoanidad (IAC), para compuestos lipolos es casi inexis-
tente, [W.L. Shelver y col. (1998) J. Chromatogr. B 705, 261; S. Perez y col. (1998) Anal. Chem. 70,
4996] siendo el invento presentado la primera aplicacion de esta tecnica al analisis de PCBs y compuestos
similares.
Las ventajas de la IAC frente a los metodos convencionales son varias, pero entre las mas importantes
se podran citar, la de disminuir el numero de pasos, el tiempo de analisis y la cantidad de disolventes
utilizados, la de su gran especicidad y la de ser susceptible a acoplamientos on-line, no solo con los
metodos de extraccion (e.g la extracion en fase solida) sino con las tecnicas de analisis cuantitativo,
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como por ejemplo la croniatografa de gases de alta resolucion con detector de espectrometra de masas
(HRGC/MS).
Descripcion
Esta invencion corresponde a un metodo para aislar y concentrar compuestos de bajo peso molecular y
caracter lipolo tales como bifenilos policlorados y otros compuestos \dioxin-like", contenidos en muestras
lquidas o susceptibles de serlo, y separarlos de gran cantidad de compuestos qumicos, en un solo paso,
para poder realizar en una etapa posterior la determinacion de los analitos utilizando diversas tecnicas
analticas. Se denominan como \dioxin-like" a aquellos compuestos que tienen una estructura, carac-
tersticas y toxicidad comparables a las de los congeneres toxicos de las \policlorodibenzo-para-dioxinas".
Las tecnicas cromatogracas y su acoplamiento con espectrometra de masas permiten la separacion y
cuanticacion de los componentes individuales de las mezclas de PCBs. Sin embargo, dada la complejidad
de las muestras es necesario realizar varias etapas previas de extraccion, puricacion y de aislamiento del
conjunto de los compuestos de interes. Por otra parte, la baja concentracion en que estan presentes estos
compuestos en muestras reales hace imposible su deteccion sin una etapa previa de concentracion.
Los procedimientos empleados en estas etapas de aislamiento y concentracion previas al analisis cro-
matograco han ido evolucionando a lo largo de la historia, pero aun en los casos mas favorables y mas
recientes implican el empleo de sucesivas etapas cromatogracas, que consiste como mnimo en tres pasos
sucesivos 1) Eliminacion de interferentes de estructura qumica muy diferentes (acidos, bases y neutros).
2) eliminacion de interferentes de estructura qumica similar y 3) puricacion nal del extracto. De-
pendiendo del tipo de muestras las dicultades de los procesos de puricacion son diferentes, (e.g, en
muestras con alto contenido en grasa hay que eliminar los lpidos antes de la primera etapa), pero aun
en el caso mas sencillo es un proceso tedioso, lento, con un gasto elevado de disolvente y material de
laboratorio y requiere una habilidad especial del tecnico. El metodo de la invencion permite reducir la
laboriosidad, el tiempo de analisis, el uso de disolventes y la consiguiente contaminacion al entorno, la
falta de repetibilidad, el riesgo de perdida de muestra y demas problemas asociados con los procedimien-
tos habituales.
El metodo permite el analisis de los congeneres mas toxicos de PCBs (los \dioxin -like"), los coplanares
(no-orto y mono-orto substituidos) utilizando en el proceso de puricacion (y ademas en el de extraccion
en las muestras lquidas) y concentracion cromatografa de immunoanidad, un metodo altamente es-
pecco, rapido, ecaz, y repetitivo.
Los bifenilos policlorados coplanares no-orto y mono-orto cloro substitutidos (numeros de la IUPAC
77, 126, 169, 118, 105, 156) pertenecen al grupo de compuestos denominados como \dioxin-like". Tanto
las dioxinas como los compuestos \dioxin-like", tienen asignado un valor de factor de equivalencia toxica
(TEF) relativo al maximo valor de 1 asignado a la 2,3,7,8 tetraclorodibenzo-p-dioxina, que es la mas
toxica. De los 209 posibles congeneres de la familia de los PCBs tan solo 4 no-orto (77, 81, 126, 169) y
8 mono-orto (105, 114, 118, 123, 156, 157, 167, y 189) tienen un valor asignado de TEFs de 0.1 para el
PCB 126; 0.01 para el PCB 169; 0.0005 para los PCBs 114, 156 y 157; 0.0001 para los PCBs 77, 81, 105,
118, 123 y 189; y de 0.00001 para el PCB 167, para humanos y mamferos [Van der Berg y col., (1998)
Environ. Health & Persp. 106, 775]. Es para el analisis de los coplanares de PCBs y otros \dioxin-like"
para los que se ha desarrollado la invencion. Actualmente ya no es suciente conocer el contenido de
PCBs de una muestra, es necesario saber su potencial toxico y por lo tanto los niveles de sus congeneres
mas toxicos. Por eso es importante desarrollar metodos ables capaces de llevar a cabo su analisis como
el que se presenta en esta invencion.
En el procedimiento de la invencion, la muestra lquida o un extracto lquido obtenido a partir de
la muestra se introduce en la columna de inmunoanidad, que contiene anticuerpos anti-PCB unidos a
un soporte cromatograco capaz de soportar elevadas presiones. En esta columna quedan retenidos los
compuestos con determinantes antigenicos reconocidos por los anticuerpos, no reteniendose el resto de
componentes de la muestra. Los antgenos retenidos en la columna son posteriormente eluidos con una
mezcla acuoso/organica de concentracion determinada. Un posterior cambio de disolvente por uno com-
patible con la posterior metodologa, permite el analisis e identicacion de la muestra por GC y GC/MS.
La columna cromatograca permite trabajar con volumenes de muestra variable, superiores incluso
al volumen de la columna, favoreciendo la concentracion de la muestra en la propia columna, lo que
aumenta la sensibilidad del ensayo.
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El empleo de rellenos cromatogracos capaces de soportar presiones elevadas permite realizar la
inyeccion y la elucion inmunocromatogracas a flujos de fase movil elevados con el consiguiente aho-
rro de tiempo.
Los anticuerpos policlonales empleados se obtienen por puricacion mediante cromatografa de ani-
dad con protena G o protena A unida a un relleno de cromatografa de perfusion del antisuero obtenido
por metodos convencionales mediante inmunizacion de conejos con inmunogenos anti-PCB. La cons-
truccion de la columna de protena G o protena A se realiza siguiendo las instrucciones del fabricante.
El empleo de rellenos de perfusion permite realizar la puricacion a velocidades de fase movil elevadas.
El empleo de la fraccion puricada de inmunoglobulinas (anticuerpos) en lugar del antisuero total en
la fabricacion de la columna inmunocromatograca de anti-PCBs aumenta en esta columna la relacion
interacciones especcas: interacciones no-especcas.
Como inmunogeno anti-PCB se emplea un hapteno anti-PCB unido a un portador, por ejemplo KLH
(keyhole limpet hemocyanin) o BSA (bovine serum albumin), mediante un brazo espaciador.
El hapteno anti-PCB tiene la estructura
que como ejemplo ilustrativo, pero no limitante, puede consistir en los compuestos A, y/o B con (x + y)
= 3, estando los atomos de Cl unidos en las posiciones 3, 3’ y 4.
La estrategia sintetica para la obtencion de A y B esta basada en la propuesta por Chiu y col., (1995)
(Anal. Chem. 67, 3829) con ligeras modicaciones. La seleccion de estos compuestos esta basada en la
similitud de su estructura con la de los PCBs mas toxicos (los 3,3’, 4,4’ sustitudos), en que uno de los Cl
se sustituye por la posicion de anclaje del brazo espaciador, mimetizando de este modo su distribucion
electronica.
Como brazo espaciador se selecciona uno con formula generica:
CnH2n−1O2X
y estructura:
en la que
X=Br o Cl y
n es 5 en contraposicion a la mayor longitud propuesta por Chiu y col., (1995) (Anal. Chem. 67,
3829), aumentando de este modo su rigidez, lo que favorece la exposicion del hapteno al medio
minimizando las posibles interacciones hidrofobicas del hapteno con el biopolmero portador.
La union del portador se efectua a traves de la posicion 1 del brazo espaciador. La estructura completa
del antgeno empleado para obtener los anticuerpos anti-PCB responde a la formula
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que como ejemplo ilustrativo, pero no limitante puede representarse por
en que el grupo espaciador esta unido en posicion 4’.
La fraccion de inmunoglobulinas puricada a partir del antisuero obtenido por inmunizacion de conejos
con este antgeno se une, utilizando el procedimiento descrito por el fabricante, a un relleno cromatograco
funcionalizado, por ejemplo slice funcionalizada con grupos diol unida covalentemente al anticuerpo a
traves de los grupos amino.
El relleno cromatograco con los anticuerpos unidos se emplea en la construccion de la columna de
anti-PCBs. El relleno suspendido en un lquido compatible, por ejemplo PBS (phosphate buer saline),
se introduce en el tubo de la columna a presion elevada. En los extremos del tubo se utilizan fritados y
conectores empleados normalmente en cromatografa de lquidos de alta ecacia.
La columna se instala en un sistema de cromatografa de lquidos de alta ecacia (HPLC) formado
por una bomba, dos inyectores, un detector ultravioleta visible (UV/Vis) de longitud de onda variable y
un sistema de adquisicion de datos.
Las muestras y patrones se inyectan disueltas en una mezcla organicolacuosa adecuada, por ej. 10 %
metanol/PBS. Como fase movil se emplea PBS pH 7. Los componentes no retenidos en la columna se
recogen (Fraccion 1) para posteriores comprobaciones. A continuacion se inyecta un volumen elevado,
por ej. 2 mL, de una solucion adecuada para la desorcion de los compuestos retenidos en la columna,
recogiendo esta fraccion (Fraccion 2) que contiene los PCBs y otros compuestos de estructura \dioxin-
like". Una vez eludos los compuestos de interes se regenera la columna mediante el paso a su traves de
un volumen adecuado de fase movil, lo que permite su reutilizacion.
El dispositivo de la invencion permite variar el volumen de muestra inyectado. En el caso de mues-
tras muy diluidas es posible la introduccion de elevados volumenes, por ej. litros, en la columna, con-
centrandose en esta los analitos de interes, que son eluidos posteriormente.
La naturaleza del relleno anti-PCB y de los analitos de interes condiciona la seleccion del disolvente
utilizado en la fase de elucion. Este disolvente no debe alterar la estabilidad qumica del soporte cro-
matograco ni de su union a los anticuerpos. Ademas debe preservar la estabilidad biologica de los
anticuerpos de modo que no se produzca desnaturalizacion que afectara al reconocimiento antgeno-
anticuerpo. Por otra parte los analitos de interes en la presente invencion tienen un marcado caracter
lipolo, lo que no permite utilizar disoluciones de elucion utilizadas para otros compuestos y basadas
fundamentalmente en soluciones acuosas. En el caso de la presente invencion, con el n de mantener la
estabilidad qumica de la fase estacionaria, el reconocimiento imnunologico de los anticuerpos y la solu-
bilidad de los analitos, se hace necesario seleccionar una disolucion adecuada, por ej. mezcla acetonitrilo
/PBS 40:60, en que PBS es una solucion salina con fosfato ya mencionada anteriormente (phosphate
buer saline).
Las fracciones obtenidas pueden analizarse por diversos metodos. En caso necesario, se realiza el
cambio del disolvente de elucion por uno compatible con la tecnica posterior de analisis. Por ej., para
el analisis posterior mediante GC con detector de captura electronica se sustituye la solucion de elucion
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por isooctano y se realiza una etapa de concentracion adicional.
Para centrar la importancia que tiene la etapa de cromatografa de inmunoanidad en el conjunto del
analisis, a continuacion se describen las etapas en que consiste el metodo de analisis de PCBs coplanares
en muestras lquidas:
Etapa 1: preparacion de la muestra (en el caso de agua este paso no es necesario).
Etapa 2: Extraccion de los PCBs coplanares (en el caso del agua no es necesaria).
Etapa 3: Puricacion en la que se utilizara la IAC que es el objeto de la invencion.
Esta etapa es la que mejora sensiblemente respecto a la metodologa convencional.
Etapa 4: Analisis cuantitativo por HRGC/MS.
En la tabla siguiente se compara la metodologa tradicional con la desarrollada en esta invencion en
base a determinados parametros.
TABLA
Comparacion de los metodos convencionales de puricacion con
la IAC para analisis de PCBs en muestras acuosas
convencional IAC
etapas Mnimo 3 1
tiempo por serie de 3 muestras 2 das 3 h
cantidad de disolventes por muestra 500 ml 2.5 ml
disolventes clorados S No
muestras en paralelo S No
automatizable S S
preparacion del sistema activacion adsorbentes limpieza de la columna
reutilizacion de fases No S
variabilidad 2 %-23 % 4 %-3 %
recuperaciones 60-100 % 60-100 %
especicidad media muy alta
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REIVINDICACIONES
1. Dispositivo inmunocromatograco para aislar, puricar y concentrar compuestos lipolos carac-
terizado por estar formado por anticuerpos unidos a un soporte (fase estacionaria) contenido dentro de
un receptaculo que permite el flujo de lquido a su traves.
2. Dispositivo segun reivindicacion 1 caracterizado porque el receptaculo esta formado por el tubo,
conexiones y fritados de una columna cromatograca.
3. Dispositivo segun reivindicacion 1 caracterizado porque el soporte es un soporte cromatograco.
4. Dispositivo segun reivindicacion 3 caracterizado porque el soporte cromatograco es de base
slice con funciones diol.
5. Dispositivo segun reivindicacion 1 caracterizado porque los anticuerpos estan puricados.
6. Dispositivo segun reivindicacion 5 caracterizado porque los anticuerpos se purican por croma-
tografa de anidad.
7. Dispositivo segun reivindicacion 6 caracterizado porque en la cromatograa de anidad se emplea
una columna de protena A y/o protena G.
8. Dispositivo segun reivindicacion 7 caracterizado porque la protena A y/o G usada en la puri-
cacion de los anticuerpos esta unida a un soporte de perfusion.
9. Dispositivo segun reivindicacion 1 caracterizado porque la union del anticuerpo al soporte es de
tipo covalente.
10. Dispositivo segun reivindicacion 9 caracterizado porque la union se realiza a traves de los grupos
amino del anticuerpo.
11. Dispositivo segun reivindicacion 2 caracterizado porque la fase estacionaria se ha introducido
en la columna cromatograca a presion elevada.
12. Dispositivo segun reivindicacion 11 caracterizado porque la fase estacionaria se introduce en la
columna mediante formacion previa de una suspension.
13. Dispositivo segun reivindicacion 1 caracterizado porque los anticuerpos han sido generados
frente a un antgeno formado por union de un hapteno a un portador.
14. Dispositivo segun reivindicacion 13 caracterizado porque el hapteno se une al portador a traves
de un brazo espaciador con cualquier estructura.
15. Dispositivo segun reivindicacion 14 caracterizado porque el hapteno tiene la siguiente estructura
16. Dispositivo segun reivindicacion 15 caracterizado porque en la estructura del hapteno (x + y)
tiene el valor de 3.
17. Dispositivo segun reivindicacion 15 caracterizado porque en la estructura del hapteno las posi-
ciones de union de los Cl son 3, 3’ y 4.
18. Dispositivo segun reivindicacion 15 caracterizado porque en la estructura del hapteno la posicion
de union del grupo espaciador es 4’.
19. Dispositivo segun reivindicacion 14 caracterizado porque el brazo espaciador corresponde a la
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formula CnH2n−1O2X.
20. Dispositivo segun reivindicacion 19 caracterizado porque el antgeno esta formado por union
del hapteno a un portador.
21. Dispositivo segun reivindicacion 20 caracterizado porque el portador es una protena.
22. Dispositivo segun reivindicacion 21 caracterizado porque la protena es KLH o BSA.
23. Procedimiento para aislar compuestos de una mezcla empleando un dispositivo segun reivindi-
cacion 1 caracterizado porque la muestra se introduce en el dispositivo disuelta en un disolvente de la
muestra de composicion adecuada, quedando retenidos los compuestos de interes.
24. Procedimiento para aislar compuestos de una mezcla segun reivindicacion 23 caracterizado por-
que el componente organico del disolvente de la muestra es MeOH.
25. Procedimiento para aislar compuestos de una mezcla segun reivindicacion 23 caracterizado por-
que el componente acuoso del disolvente de la muestra es una solucion salina con fosfato.
26. Procedimiento para aislar compuestos de una mezcla segun reivindicacion 23 caracterizado por-
que los compuestos retenidos en el dispositivo se eluyen con una disolucion de composicion adecuada.
27. Procedimiento para aislar compuestos de una mezcla segun reivindicacion 26 caracterizado por-
que la solucion de desorcion es una mezcla acuoso organica.
28. Procedimiento para aislar compuestos de una mezcla segun reivindicacion 27 caracterizado por-
que el componente organico de la solucion de desorcion es acetonitrilo.
29. Aplicacion del dispositivo y procedimiento segun reivindicaciones anteriores para compuestos con
caracter lipolo.
30. Aplicacion del dispositivo y procedimiento segun reivindicacion 29 para compuestos con caracter
lipolo con estructura de PCBs, semejantes a los PCBs o a otros compuestos \dioxin-like".
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